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(57) Abstract: The invention relates to the use of at least one effector of glutathione metabolism, together alpha liponic acid, the 
salts and/or prodrugs thereof for simultaneous or timed cytoprotective treatment of chronically obstructive lung diseases. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von mindestens einem Effektor des Glutathionmeta- 
bolismus zusammen mit oc-Liponsaure, deren Salze und/oder deren Prodrugs zur gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abgestuften 
zytoprotektiven Behandlung chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen. 
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Verwendung von mindestens einem Effektor des Glu- 
tathionmetabolismus zusammen mlt g-Liponsaure zur Be- 
handlung chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen 

5 Die Erf indung betrifft die Verwendung von mindestens 

einem Effektor des Glutathionmetabolismus zusammen 
mit a-Liponsaure, deren Salze und/oder deren Prodrugs 
zur gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abge- 
stuften zytoprotektiven Behandlung chronisch obstruk- 
10 tiver Lungenerkrankungen. 

Chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (chronische 
Bronchitis, chronic obstructive pulmonary diseases, 
COPD) zahlen zu den zahlenmafeig am starksten wachsen- 

15 den Gesundheit sproblemen der modernen Industrienatio- 

nen. Die Ursachen fur diese Zunahme sind vielfaltig, 
wobei Umweltf aktoren sowie ungiinstige Lebensgewohn- 
heiten einschlieiSlich Nikotinabusus eine besondere 
Rolle spielen. Der jahrlich durch direkte und indi- 

2 0 rekte Krankheitskosten entstehende volkswirtschaf tli- 

che Schaden stellt eine erhebliche Belastung dar und 
begrilndet vielfaltige MaSnahmen fur therapeutische 
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und preventive Interventionen. 

Einmal manifest gewordene chronische Lungenobstrukti- 
onen sind in der Regel nicht ursachlich therapierbar . 
Die Behandlung muss sich an der moglichst weitgehen- 
den Reduktion der Symptomatik orientieren. Hierzu 
zahlen Sekretolyse sowie Bronchodilatation . Mit Aus- 
nahme leichterer Formen ist eine begleitende entzun- 
dungshemmende Therapie mit Cortikosteroiden zwingend 
erf orderlich . 

In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe von expe- 
rimentellen Arbeiten durchgef uhrt , in denen versucht 
wurde , pathophysiologische Zusammenhange hinsichtlich 
der Lungenfunkt ions e ins chrankung und zellularen Ef- 
fektormechanismen sowohl der Lungenzelltypen als auch 
einwandernder bzw. residenter Immunzellen nachzuvoll- 
ziehen . 

Im Ergebnis zeichnete sich insbesondere neben gewebe- 
destruierenden Prozessen, welche von matrixgebundenen 
und loslichen Proteasen vermittelt werden und letzt- 
lich zur Entstehung des Lungenemphysems fuhren, eine 
Dysregulation der Funktion lungentypischer Immunzel- 
len ab. Im Vordergrund stehen hier Alveolarmakropha- 
gen, die den zahlenmaSig groEten Anteil mit uber 83% 
der Immunzellen im bronchoalveolaren Raum ausmachen. 
Der Vergleich von Alveolarmakrophagen Gesunder mit 
COPD Patienten zeigt eine deutlich verringerte Funk- 
tionalitat der Alveolarmakrophagen in den Patienten- 
gruppen, welche hauptsachlich durch den Verlust der 
originaren Phagozytosef ahigkeit sowie der Bakterizi- 
die gekennzeichnet ist und regelmaSig von einer Sto- 
rung in der Homoostase der Zytokinproduktion beglei- 
tet wird. 
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Daruberhinaus konnte nachgewiesen werden, dass Alveo- 
larmakrophagen von COPD Patienten und insbesondere 
von rauchenden COPD Patienten einen hochgradig ge- 
schadigten Thiol -Disulf idstatus aufweisen. Im Zusam- 
5 menhang mit den Kenntnissen hinsichtlich einer direk- 

ten Korrelation von Thioldefekt und Funktionsstorung 
in anderen zeilularen Systemen war der Schluss nahe- 
liegend, dass dieses pulmonale Thioldefizit eine pa- 
thophysiologische Schlusselrolle bei der Entstehung 
10 und insbesondere der Unterhaltung der Erkrankung dar- 

stellt . 



Die Feinregulation des Thiol-Disulf idstatus stellt 
eine der wichtigsten Grundvorausset zungen biologi- 
15 scher Stof fwechselleistungen dar. Das zentrale Regu- 

lationselement innerhalb dieses Systems ist das Tri- 
peptid Glutathion, welches intrazellulare in redu- 
zierter Form relativ hohe Konzentrat ionen (bis zu 10 
raM) erreicht. 

20 

Neben dem Glutathion sind SH (Thiol) -Gruppen tragende 
Proteine intrazellulare und insbesondere in zellmemb- 
rangebundener Form weitere bedeutende Bausteine des 
Thiol-Disulf idstatus j eder Zelle. 

25 

Der durch verschiedene Enzymklassen regulierte Meta- 
bolismus der Disulf idspaltung und Thiolgruppenbildung 
ist durch die Vielfalt seiner biologischen Funktionen 
u.a. bei zeilularen Wachstums- und Dif f erenzierungs- 

3 0 prozessen einschlieSlich des programmierten Zelltodes 

sowie Zellschutz- und Entgif tungsmechanismen in sei- 
ner Intaktheit unabdingbar fur jede normale Zellfunk- 
tion. Storungen in diesem System und Veranderungen 
der Konzentration der Thiole fuhren zu schwerwiegen- 

3 5 den zeilularen Funkt i ons s t orunge n , die nur im Einzel- 

fall lokal begrenzt bleiben, in der Regel jedoch den 
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gesamten Organismus beeintrachtigen. 

So ist aus der DE 101 25 883 bekannt , dass insbeson- 
dere unter den Bedingungen einer hochgradig einge- 
5 schrankten Nierenf unktion und dadurch erf orderlicher 

Nierenersatztherapie in Form der Hamo- bzw. Perito- 
nealdialyse der zellulare Thiol-Disulf idstof f wechsel 
schwer gestort ist. Diese Storung hat u.a. einen 
weitgehenden Verlust normaler Zellf unktionen, die der 
10 Phagozytosef ahigkeit von Peritonealmakrophagen oder 

der Aktivierbarkeit von Lymphozyten, zur Folge . 

Die DE 101 2 5 832 beschreibt Studien im Rahmen von 
Diabetes mellitus, bei denen eine Verschiebung des 
15 Redoxzustands zu Lasen reduzierten Glutathions als 

auch eine absolute Verringerung des Gesamtpools an 
Glutathion nachgewiesen werden konnte. Diese Storung 
kann durch eine Kombi nation von a-Liponsaure und 
Prothiolen behoben werden. 

20 

Ausgehend hiervon war es Aufgabe der vorliegenden Er- 
findung, ein Arzneimittel bereit zustellen, mit dem 
die Funktionalitat der Alveolarmakrophagen bei chro- 
nisch obstruktiven Lungenerkrankungen wiederherge- 
25 stellt werden kann und die damit in Verbindung ste- 

hende Storung in der Homoostase der Zytokinproduktion 
behoben werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch die Verwendung mit den Merk- 
3 0 malen des Anspruchs 1 gelost . Die weiteren abhangigen 

Anspruche zeigen vorteilhafte Weiterbildungen auf . 

Erfindungsgema.fi wird die Verwendung von mindestens 
einem Effektor des Glutathionmetabolismus zusammen 
3 5 mit a-Liponsaure, deren Salze und/oder deren Prodrugs 

zur gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abge- 
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stuften zytoprotektiven Behandlung chronisch obstruk- 
tiver Lungenerkrankungen gelehrt . 

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Applikation 
5 der erf indungsgemaS zur Anwendung kommenden Kombi na- 

tion von a-Liponsaure und den Effektoren des Glu- 
tathionmetabolismus eine Normalisierung des primar 
verringerten Thiol status von Alveolarmakrophagen ein- 
setzte. Die thiolstabilisierende Wirkung der Kombina- 
10 tion iiberstieg dabei die der alleinigen Verwendung 

von a-Liponsaure oder der jeweiligen Effektoren nicht 
nur regelmafeig, vielmehr konnten auch superadditive 
Effekte nachgewiesen werden. 

15 Die Restitution des Thiolstatus erfasste dabei sowohl 

intrazellulare Thiole als auch membrangebundene SH- 
Gruppen und ist somit Ausdruck einer komplexen biolo- 
gischen Regulation. Dieses Phanomen beruht darauf , 
dass die Effektoren des Glutathionstof f wechsels ei- 

2 0 nerseits intermediar entstehende freie Radikale eli- 

minieren, und andererseits die Verf iigbarkeit reduzie- 
render Aquivalente fur die Umwandlung der a- 
Liponsaure aus disulf idischer in reduzierte Form er- 
hohen und somit die Synthese induzierende Wirkung der 

2 5 a-Liponsaure auf den Thiol -Disulf idstatus verbessern. 

Die Restitution des Thiolstatus der Immunzellen wurde 
begleitet von einer Normalisierung der Phagozytoseak- 
tivitat als Ausdruck einer Regulation zentraler funk- 
tioneller Parameter . 

30 

Die erf indungsgemaS zur Anwendung kommenden Kombina- 
tionen von a-Liponsaure mit einem Effektor des Glu- 
tathionmetabolismus konnen in den ublichen pharmako- 
logischen Darreichungsf ormen oder als Instillat so- 

3 5 wohl prophylaktisch als auch therapeutisch verab- 

reicht werden. Die effektive Dosis ist dabei fallbe- 
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zogen zu ermitteln und liegt bevorzugt im Bereich 
zwischen 30 und 1800 mg/d und besonders bevorzugt 
zwischen 200 und 600 mg/d a-Liponsaure. 

5 Vorzugsweise wird als Effektor des Glutathionmetabo- 

lismus Ambroxol mit der allgemeinen Formel I 




15 dessen Salze und/oder dessen Prodrugs verwendet. Die 

Dosis von Ambroxol, dessen Salze und/oder dessen 
Prodrugs fur die humanmedizinische Applikation beim 
Patienten liegt dabei vorzugsweise im Bereich zwi- 
schen 7,5 und 90 mg/d und besonders bevorzugt zwi- 

2 0 schen 60 und 75 mg/d. 

Ambroxol wird in verschiedenen Darreichungsf ormen bei 
Lungen- und Bronchialerkrankungen als schleimlosendes 
Medikament eingesetzt. Die Wirkung des Ambroxol s als 

2 5 Mukolytikum beruht sowohl auf einer Stimulation der 

Suf fact ant- Produkt ion der Bronchial ze 11 en als auch 
insbesondere auf der Fahigkeit, freie Radikale zu 
eliminieren. Die hierauf basierende antioxidative Ak- 
tivitat der Substanz konnte hauptsachlich an pulmona- 

3 0 len Zellen, aber auch im Rahmen von entztindlichen Me- 

chanismen nachgewiesen werden. 

In einer weiteren bevorzugten Variante wird als Ef- 
fektor des Glutathionmetabolismus Silibinin einge- 
35 setzt. Die Dosis von Silibinin, dessen Salze und/oder 

dessen Prodrugs fur die humanmedizinische Applikation 
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betragt beim Patienten dabei bevorzugt zwischen 2 0 
und 16 0 0 mg/d und besonders bevorzugt zwischen 3 00 
und 80 0 mg/d. 

Bei Silibinin handelt es sich um einen Vertreter na- 
turlich vorkommender Polyhydroxyphenylchromanonver- 
bindungen, welche als Flavolignane bekannt sind. In- 
nerhalb der Gruppe der Flavolignane Silymarin als Ex- 
trakt der Mariendistelf ruchte beschrieben. Silymarin 
wiederum ist ein Komplex aus den Flavonoiden Silibi- 
nen, Silichristin, Silidianin sowie Bitterstof f en . 
Wie in DE 35 37 656 beschrieben, kann Silibinin ein- 
schlieSlich der S t el lungs isomere aus diesem Komplex 
isoliert werden. 

Die Verabreichung des beschriebenen Arzneimittels 
kann innalativ, oral oder parenteral erfolgen. Das 
Arzneimittel kann dabei die Form eines Aersosols, 
z . B . als Staub-, Nebel - , Spray oder Inhalations aero- 
sol , einer Losung, eines Granulats, eines Pulvers, 
einer Emulsion, einer Tablette und/oder einer Film- 
tablet te besitzen. 

Vorzugsweise kann das Arzneimittel weitere Additive, 
ausgewahlt aus der Gruppe wassriger Losungsmittel , 
Stabilisatoren, Suspensions-, Dispersions- und Benet- 
zungsmittel enthalten. 

Der Effektor des Glutathionmetabolismus und die 
oc-Liponsaure konnen dabei sowohl in einer einzigen 
Formulierung als auch in getrennten Formulierungen 
vorliegen . 

Anhand der nachf olgenden Beispiele soli die erfin- 
dungsgemaSe Verwendung naher erlautert werden. 
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Beispiel 1 

Einfluss der Kombination von a-Liponsaure mit Ambro- 
xol auf den zellularen Thiolstatus von Alveolar- 
5 makrophagen 

Zur Verwendung kam die etablierte normale Alveolar- 
makrophagen- Zel 1 1 ini e CRL 21-92 (NR8383 [AgCllx3A; 
NR8383.1]). Die Zellen wurden in speziellen Zellkul- 

10 turmedien aufgenommen und in einem Begasungsbrut - 

schrank bei 3 7°C, einer relativen Luftfeuchte von 98% 
und 5% relativem Luf t-C0 2 -Gehalt inkubiert . Urn den 
Einfluss der erf indungsgema.fi zur Anwendung kommenden 
Kombinationen auf den Thiolstatus thioldef izienter 

15 Alveolarmakrophagen zu prufen, wurden diese artifi- 

ziell thioldepletiert . Dies erfolgte durch Kultivie- 
rung in thioldef izienten Medien (TDM) nach erprobten 
Verfahren [Free Radio Biol Med 2000; 29:1160-1165]. 
Vergleichskulturen unter Verwendung von Vollmedien 

2 0 (RPMI 1640) dienten der Definition des unter Kultur- 

bedingungen bestmoglichen Normalwertes . 

Die Bestimmung des interzellularen Thiolgehaltes auf 
Einzelzellebene erfolgte unter Verwendung von 5- 

2 5 Chloromethylf luoresceindiacetat (CMFDA) in der Durch- 

f luSzytof luorimetrie [Cytometry 1994; 15:349-358, Cy- 
tometry 1997; 29:76-82]. 

Primar nicht fluorogenes CMFDA wird dabei passiv von 

3 0 der Zelle aufgenommen. fiber den Chi ormethyl rest er- 

folgt eine Bindung an zytoplasmatische Thiolgruppen. 
Nach Abspaltung der Acetatreste durch unspezif ische 
zellulare Esterasen wird dieser, nun zellmembran- 
impermeabele Komplex bei einer Exitationswellenlange 
35 A ex = 490 nm mit einer Emissionswellenlange X em = 520 

nm fluorogen. Die mittlere Fluoreszenzintensitat der 
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Probe (10.000 Zellen) ist der Konzentration der in- 
trazellularen Thiolgruppen direkt proportional. 

Die Expression membrangebundener Thiolgruppen wurde 
5 ebenfalls durchf luSzytof luorimetrisch ermittelt. 

Hierbei wurde Chloromethyltetramethylrhodamin (CMTMR) 
unter den Bedingungen eines blockierten Membranpoten- 
tials sowie einer gehemmten Dif f usionskapazitat der 
Zellen als Thiolkonj ugat eingesetzt [Exp Hematol 

10 1997; 25(7): 601-607]. Die Fluoreszenzintensitat der 

gebunden Fluorochrommolekule an der Zellmembran ist 
dabei wiederum proportional der Menge der Thiolgrup- 
pen an der Zelloberf lache . Immortal isierte Alveolar- 
makrophagen wurden in der oben beschriebenen Ver- 

15 suchsanordnung artifiziell thioldepletiert . Der Ein- 

fluss der erf indungsgemaS zur Anwendung kommenden 
Substanzen wurde uber einen Zeitraum von 96 Stunden 
mittels Messung des intrazellularen Thiolgehaltes so- 
wie der Membranexpression von Thiolen uberpruf t . 

20 

Es zeigte sich, dass beginnend nach 24 Stunden die 
Kombination von a-Liponsaure und Ambroxol in einem 
breiten Konzentrationsbereich von 100 nM bis 10 \iM 
eine vollstandige Restitution des Thiolstatus der Al - 

25 veolarmakrophagen initiierte. Wie in Tabelle 1 darge- 

stellt, wurden signifikante Steigerungen des Thiolge- 
haltes uber den gesamten Untersuchungszeitraum fur 
diese Ambroxo 1 do sen nachgewiesen . Die alleinige Wir- 
kung der a-Liponsaure wurde regelmaSig signifikant 

3 0 uberschritten. 

Tabelle 1 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 
bination mit Ambroxol auf die intrazellulare Thiol - 
konzentration einer Al veolarmakrophagen- Zelllinie 
35 [*: p<0,05, ANOVA, n=12]. 
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Tabelle 1: 



Thiole, intra- 
zellular 
(CMFDA) [%] 


24b 

MW ± SD 


48h 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW ± SD 


KO, normal 
RPMI1640 


100,0 ± 38,0 


100,0 ± 67,9 


100,0 ± 24,2 


100,0 ± 5,4 


KO, thiolclef i- 
z lent TDM 


65,0 ± 6,0 


35,7 ± 13,3 


59,6 ± 16,8 


73,3 ± 12,4 


aLS[10,0 fjtg/ml] 
TDM 


70,2 ± 8,4 


58,9 ± 10,4 


78,1 + 30,0 


72,5 ± 19,1 


aLS[10,0 ug/ml] 
Ambroxol [0,1 
]iM] TDM 


93,6 ± 17,8* 


96,9 ± 63,6* 


117,8 ± 12,5* 


102,7 ± 27,7* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [1,0 

ViM] 
TDM 


91,7 ± 8,6* 


77,5 + 32,0* 


101,5 ± 26,8* 


101,1 ± 8,3* 


o:LS[10,0 ug/ml] 
Ambroxol [10,0 
pM] 
TDM 


80,6 ± 9,7* 


71,8 ± 32,0* 


115,6 + 25,8* 


101,0 ± 7,1* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [100,0 
jiM] TDM 


70,3 ± 6,7* 


74,6 ± 30,1* 


101,4 ± 23,1* 


62,4 ± 15,9* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [1000,0 
pM] TDM 


10,5 + 7,3 


40,7 ± 24,5 


22,5 ± 5,2 


20,5 ± 21,5 



Tabelle 2 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 
bination mit Ambroxol auf die membranstandige Thiol - 
konzentration einer Alveolarmakrophagen- Zel 1 1 inie 
[*: p<0,05, ANOVA, n=12]. Tabelle 2 unterlegt die pa- 
rallele Induktion von membranstandigen Thiolen. 
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Tabelle 2: 



Thiole, membran- 

standig 

(CMTMR) [%] 


24h 

MW ± SD 


48h 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW + SD 


KO , normal 
RPMI1640 


100,0 ± 52,6 


100,0 ± 7,9 


100,0 ± 44,9 


100,0 ± 44,2 


KO, thioldef i- 
zient TDM 


75,9 ± 38,2 


86,1 ± 15,0 


68,2 ± 3,3 


82,7 ± 44,1 


aLS[10,0 pg/ml] 
TDM 


91,1 ± 66,3 


165,5 ± 36,3 


82,3 ± 42,1 


118,9 + 76,6 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [0,1 
pM] TDM 


90,7 ± 55,7 


176,3 ± 6,1* 


82,5 ± 31,6 


122,6 ± 76,8* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [1,0 
pM] TDM 


96,2 ± 55,4 


161,1 ± 25,3* 


82,2 ± 23,9* 


144,9 + 110,4* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [10,0 
pM] TDM 


97,3 ± 51,7 


165,8 ± 37,2* 


87,2 ± 31,0* 


125,8 + 73,4* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [10 0,0 
pM] TDM 


106,6 ± 61,2* 


170,3 ± 36,8* 


93,5 + 28,9* 


117,0 ± 51,0* 


cxLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [10 00,0 
pM] TDM 


110,7 ± 25,6 


159,9 ± 18,2* 


95,1 ± 27,5 


125,0 ± 15,7* 



5 Beispiel 2 

Einfluss von a-Liponsaure in Kombi nation mit Silibi- 
nin auf den zellularen Thiolstatus von Alveolar- 
makrophagen 

10 

Immortalisierte Alveolarmakrophagen wurden in der im 
Beispiel 1 beschriebenen Versuchsanordnung artifi- 
ziell thioldepletiert . Der Einfluss der erf indungsge- 
maS zur Anwendung kommenden Substanzen wurde uber ei- 
15 nen Zeitraum von 96 Stunden mittels Messung des in- 

trazellularen Thiolgehaltes sowie der Membranexpres - 
sion von Thiolen uberpruf t . 
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Es zeigte sich, dass beginnend nach 24 Stunden die 
Kombination von a-Liponsaure und Silibinin einem en- 
gen Konzentrationsbereich urn 70 jjg/ml eine vollstan- 
dicje Restitution des Thiolstatus der Alveolar- 
makrophagen initiierte. Wie in Tabelle 3 dargestellt, 
wurden signifikante Steigerungen des Thiolgehaltes 
iiber den gesamten Untersuchungszeitraum fur diese Si- 
libinindosis nachgewiesen . Die alleinige Wirkung der 
a - Lipons aure wurde regelmaSig signifikant uberschrit- 
ten. Geringere additive Konzentrationen von Silibinin 
induzierten nach einer 1 anger en Behandlungsdauer e- 
benfalls eine Thiolrestitution . 

Die Beeinf lussung membranstandiger Thiole war, wie in 
Tabelle 4 belegt, in den oben genannten Konzentrati- 
ons-Zeitregimen nachweisbar. Im Gegensatz zu der in- 
tra.zellularen Induktion wurden Oberf lachenthiole be- 
reits nach 24 Stunden in Gegenwart geringerer Silibi- 
ninkonzentrationen moduliert. 

Tabelle 3 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 
bination mit Silibinin auf die intrazellulare Thiol- 
konzentration einer Alveolarmakrophagen -Zelllinie 
[* : p<0,05, ANOVA, n=12]. 
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Tabelle 3 : 



Thiole, intrazel- 
lular 
(CMFDA) [%] 


24H 

MW ± SD 


4 8h 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW ± SD 


KO , normal 
RPMI1640 


100,0 ± 29,0 


100,0 ± 29,3 


100,0 ± 52,4 


100,0 ± 14,2 


KO, thioldef izient 
TDM 


77,4 ± 26,6 


86,8 ± 4,0 


88,8 ± 50,0 


82,1 ± 13,7 


aLS [10,0 pg/ml] 
TDM 


69,2 ± 28,2 


91,1 ± 16,6 


88,6 ± 26,2 


114 ,8 ± 33,2 


aLS [10,0 pg/ml] 
Silibinin [0,07 
pg/ml] TDM 


77, 5 ±26,8* 


91,5 ± 17,3 


92,9 ± 45,0 


122,6 ± 33,1* 


aLS [10,0 pg/ml] 
Silibinin [0,7 
pg/ml] TDM 


75,3. ± 27,4 


93,1 ± 24,7 


90,0 ± 37,8 


108,2 ± 22,9* 


aLS [10,0 pg/ml] 
Silibinin [7,0 
pg/ml] TDM 


73,3 ± 2,3 


90,4 ± 29,0 


85,9 ± 35,7 


124,2 ± 40,1* 


aLS [10, 0 pg/ml] 
Silibinin [70,0 
pg/ml] TDM 


161,7 ± 76,7* 


173,4 ± 85,2* 


126,6 ± 29,5* 


143,3 ± 51,9* 


aLS [10,0 pg/ml] 
Silibinin [700,0 
pg/ml] TDM 


40,9 ± 17,4 


18,7 ± 10,5 


17,1 ± 11,6 


22,5 ± 7,5 



Tabelle 4 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 
bination mit Silibinin auf die membranstandige Thiol- 
konzentration einer Alveolarmakrophagen- Zelllinie 
[*: p<0,05, ANOVA, n=12] . 
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Tabelle 4 : 



Thiole, membran- 
standig 
(tmpdm r%i 


24h 

MW ± SD 


4 8h 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW ± SD 


KO , normal 
RPMI164 0 


100,0 ± 6,8 


100,0 ± 8,2 


100,0 ± 34,5 


100,0 ± 47,0 


JXU / L-Il J. OJ_ Llcr .L X icLLC 

TDM 


R? ^ -4- "3 

D ^ , J X O , O 


BR 9 4- 7 3 


8 7,5 + 35,7 


100 , 2 + 54,5 


aLS [10, 0 ug/ml] 

XUVl 


108, 8 + 38,2 


126,2 + 68,6 


90,7 ± 28,1 


107,3 ± 57,4 


aLS [10, 0 ug/ml] 
Silibinin [0,07 

nrr /ml 1 TTlM 


103,4 ± 54,6 


126,7 ± 56,8 


106,3 ± 39,5 


109,9 ± 60,9 


aLS [10, 0 ug/ml] 
Silibinin [0,7 
ug/ml] TDM 


124,3 ± 21,7* 


133,8 ± 54,2* 


91,8 ± 3 6,6 


110,9 ± 45,9 


aLS [10, 0 ug/ml] 
Silibinin [7,0 
ug/ml] TDM 


109,4 ± 32,9* 


175,2 ± 65,8* 


135,7 ± 21,0* 


111,2 + 30,4 


aLS [10,0 ug/ml] 
Silibinin [70,0 
ug/ml] TDM 


150,0 ± 24,1* 


138,7 ± 62,4* 


102,0 ± 45,0* 


110,5 ± 44,2 


aLS [10, 0 pg/ml] 
Silibinin [700,0 
pg/ml] TDM 


68,3 ± 4,0 


103,1 ± 26,1 


91,1 ± 32,9 


122,1 x 39,2 



Beispiel 3 

Einfluss der Kombi nation von a-Liponsaure in Kombina- 
tion mit Ambroxol auf den zellularen Thiolstatus von 
primaren Alveolarmakrophagen von COPD Patienten 

Al veol a rmakrophagen wurden aus der bronchoalveolaren 
Lavagef liissigkeit von COPD Patienten isoliert, in 
Zellkul tur medium aufgenommen und in einem Begasungs- 
brutschrank bei 3 7°C, einer relativen Luftfeuchte von 
98% und 7,5% relativem Luf t-C0 2 -Gehalt inkubiert . Um 
den Einfluss der erf indungsgemafi zur Anwendung kom- 
menden Kombi nationen auf den Thiolstatus der Peri to - 
nealmakrophagen zu prufen, wurden jeweils eine Frak- 
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tion mit a-Liporxsaure , dem Effektor des Glutathionme- 
tabolismus Ambroxol bzw. mit der Kombination von a- 
Liponsaure / Ambroxol behandelt, wahrend jeweils eine 
weitere Fraktion als unbehandelte Kontrolle gefuhrt 
5 wurde . Unbehandelte Al veol armakrophagen von gesunden, 

nicht-COPD Patienten dienten als Normalvergleich 

Die Bestimmung des zellularen Thiolstatus erfolge 
mittels der unter 1. beschriebenen MeJSmethode . In der 
10 Tabelle 5 ist der Effekt der Kombination von a- 

Liponsaure und Ambroxol in der Zeitkinetik uber 9 6 
Stunden in Relation zu Gesunden dargestellt. 

Unter Zusatz deir Monosubstanzen war nur ein margina- 
ler Anstieg der zellularen Thiolexpression unter Ver- 
wendung von Ambr~oxol zu beobachten, wahrend a- 
Liponsaure k ein en Effekt zeigte . Demgegenuber war un- 
ter der Kombination von a-Liponsaure und Ambroxol be- 
ginnend nach 24 Stunden ein deutlicher Anstieg der 
zellularen Thiolexpression nachweisbar, der in Gegen- 
wart von 10 \!M Ambroxol ein superadditives und signi- 
fikantes Maximum im gesamten Untersuchungszeitraum 
erreichte . 

25 Tabelle 5 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 

bination mit Ambroxol auf die zellulare Thiolkon- 
zentration prima rer Al veol armakrophagen von COPD- 
Patienten [* : p< 0 , 05 , ANOVA, n=8] . 
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Tabelle 5 : 



Thiole, intrazellu- 
lar 

(CMFDA) [%] 


24h 

MW ± SD 


48h 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW + SD 


Kontrolle normal 
RPMI164 0 


100,0 ± 19,7 


100,0 ± 13,1 


100,0 ± 31,8 


100,0 + 23,2 


Kontrolle, COPD, 
RPMI164 0 


61,6 ± 13,9 


58,6 ± 13,7 


46,1 ± 18,8 


51,9 ± 14,3 


aLS [10, 0 per /mil 
RPMI1640 


60,3 ± 21,0 


58,0 ± 17,0 


46,2 ± 19,8 


62,4 ± 6,3 


Ambroxol [10,0 
p/ml] RPMI1640 


67,4 ± 16,4 


61,8 ± 11,5 


61,6 ± 20,8 


67,1 ± 8,4 


ccLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [1,0 pM] 
RPMI164 0 


81,1 ± 15,7* 


81,9 + 10,1* 


83,9 ± 18,2* 


81,2 ± 8,8* 


aLS [10,0 pg/ml] 
Ambroxol [10, 0 pM] 
RPMI164 0 


101,2 ± 17,7* 


109,5 ± 13,4* 


113,9 ± 25,6* 


107,8 ± 26,8* 


aLS[10,0 pg/ml] 
Ambroxol [100,0 pM] 
RPMI1640 


84,7 ± 25,5 


79,6 ± 13,4 


70,0 ± 31,8* 


76,6 ± 9,7 


aLS [10,0 pg/ml] 
Ambroxol [1000,0 
pM] RPMI1640 


31,5 ± 12,1 


53,8 ± 22,8 


34,8 ± 2,1 


36,1 ± 4,2 



5 Beispiel 4 

Einfluss der Kombination von a-Liponsaure in Kombina- 
tion mit Silibinin auf den zellularen Thiolstatus von 
primaren Alveolarmakrophagen von COPD Patienten 

10 

In einer, dem Beispiel 3 identischen Versuchsanord- 
nung wurden Alveolarmakrophagen von COPD Patienten 
jeweils mit a-Liponsaure, dem Effektor Silibinin bzw. 
mit der Kombination von a-Liponsaure / Silibinin be- 
15 handelt, wahrend wiederum jeweils eine weitere Frak- 

tion als unbehandelte Kontrolle gefuhrt wurde . Unbe- 
handelte Alveolarmakrophagen von gesunden, nicht-COPD 
Patienten dienten auch hier als Normalvergleich . 
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Die Bestimmung des zellularen Thiolstatus erfolgte 
mittels der unter 1. beschriebenen Mefimethode . In der 
Tabelle 6 ist der Effekt der Kombination von a- 
Liponsaure und Silibinin in der Zeitkinetik liber 
96 Stunden in Relation zu Gesunden dargestellt. 

Unter Zusatz der Monosubstanzen a-Liponsaure oder Si- 
libinin war keine Modulation der zellularen Thiol - 
expression zu beobachten. Demgegenuber war unter der 
Kombination von a-Liponsaure und Silibinin beginnend 
nach 24 Stunden ein deutlicher Anstieg der zellularen 
Thiol express ion nachweisbar, der in Gegenwart . von 70 
pg/ml Silibinin ein superadditives und signif ikantes 
Maximum im gesamten Untersuchungszeitraum erreichte . 

Tabelle 6 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 
bination mit Silibinin auf die zellulare Thiolkon- 
zentration primarer Al veol armakrophagen von COPD- 
Patienten [* : p<0,05, ANOVA, n=8] . 
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Tabelle 6 : 



Thiole, intracel- 
lular 
(CMFDA) [%] 


24h 

MW ± SD 


48h 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW ± SD 


Kontrolle, normal 
RPMI1640 


100,0 ± 19,7 


100,0 ± 8,2 


100,0 + 31,8 


100,0 + 23,2 


Kontrolle, COPD, 
RPMI164 0 


61,6 ± 13,9 


58,6 + 7,3 


46,1 ± 18,8 


51,9 ± 14,3 


aLS [10,0 ug/ml] 
RPMI1640 


60,3 ± 21,0 


58,0 ± 68,6 


46,2 ± 19,8 


62,4 ± 6,3 


Silibinin [70 
pg/ml] RPMI1640 


56,1 ± 12,4 


59,0 ± 56,8 


44,7 ± 14,0 


49,4 ± 14,5 


aLS [10, 0 pg/ml] 
Silibinin [0,7 
Ug/ml] RPMI1640 


64,1 ± 10,2* 


64,7 ± 54,2* 


49,9 ± 11,8 


62,6 ± 8,0 


aLS [10,0 ug/ml 3 
Silibinin [7,0 
ug/ml] RPMI1640 


84,5 ± 14,1* 


76,0 ± 65,8* 


78,6 ± 14,9* 


81,8 ± 17,8 


aLS [10, 0 ug/ml] 
Silibinin [70,0 
ug/ml] RPMI1640 


102,5 ± 22,6* 


103,3 ± 62,4* 


100,0 ± 27,1* 


92,7 ± 20,1* 


aLS [10, 0 pg/ml] 
Silibinin [700,0 
pg/ml] RPMI1640 


59,4 + 11,7 


36,2 ± 26,1 


38,8 ± 10,3 


35,7 + 2,7 



5 Beispiel 5 

Einfluss auf die Phagozytosef ahigkeit von Alveolar- 
makrophagen 

10 Um eine Chiarakterisierung der Alveolarmakrophagen 

hinsichtlxch ihrer originaren Funktionen zu ermogli- 
chen, wurde die Phagozytosef ahigkeit als MessgroSe 
ausgewahlt . 

15 Alveolarmakrophagen wurden analog des im Beispiel 3 

beschriebenen Vorgehens isoliert und ex vivo kulti- 
viert . Die Bestimmung der Phagozytoseleistung erf olg- 
te durch einen zytof luorimetrischen Test auf Einzel- 
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zellebene . Dabei wurden die Makrophagen mit opsonier- 
ten und fluorochrommarkierten Bakterien cokultiviert . 
Die Menge der in einem definierten Zeitraum aufgenom- 
menen Bakterien wurde quant it at iv uber die Fluores - 
5 zenzintensitat in den Makrophagen erfasst und gait 

als MaK fur deren Phagozytosekapazitat. Der Einfluss 
der erf indungsgemaS zur Anwendung kommenden Kombina- 
tionen auf die Phagozytosef ahigkeit der Peritoneal - 
makrophagen nach einer Behandlungsdauer von bis zu 9 6 
10 Stunden ist in der Tabelle 7 dargestellt . 

Nach Inkubation mit a-Liponsaure , Ambroxol bzw. Sili- 
binin war die Phagozytoserate gegenuber der unbehan- 
delten Kontrolle nicht verandert . Demgegenuber konnte 
15 unter Verwendung der Kombination von a-Liponsaure und 

Ambroxol eine signifikante Steigerung der Phagozyto- 
serate erreicht werden, die nach 72 Stunden den Wer- 
ten der gesunden Kont roll gruppe entsprach. 

2 0 Ahnlich war der Verlauf der Phagozytoseinduktion un- 

ter der Kombination von a-Liponsaure und Silibinin in 
einer Konzentration von 70 pg/ml. Auch hier wurde ei- 
ne signifikante Verbesserung der Phagozytosekapazitat 
parallel zu einer Restitutation des Thiolstatus nach- 

2 5 gewiesen. 

Tabelle 7 zeigt den Einfluss von a-Liponsaure in Kom- 
bination mit Ambroxol bzw. Silibinin auf die Phagozy- 
toserate primarer Alveolarmakrophagen von COPD- 
30 Patienten [* : p<0,05, ANOVA, n=6] . 
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Tabelle 7: 



Phagofcmrst 
(mfi) [%] 


24h 

MW ± SD 


4 8n 

MW ± SD 


72h 

MW ± SD 


96h 

MW ± SD 


Konturolle, normal 
RPMIX640 


100,0 + 16,8 


100,0 ± 22,2 


100,0 ± 14,6 


100,0 ± 13,7 


Kontarolle, COPD, 
RPMIX64 0 


56,9 ± 15,5 


55,4 ± 14,1 


57,0 ± 9,7 


67,7 + 13,7 


ahS [10,0 pg/ml] 
RPMIX64 0 


59,0 + 11,7 


60,2 ± 12,4 


50,7 ± 9,0 


64,9 ± 14,3 


Ambroxol [10 pM] 
RPMI 3_64 0 


53,3 ± 10,9 


59,2 ± 12,4 


55,2 ± 19,2 


61,9 ± 22,1 


Sililoiriiri [70,0 
pg/ml] RPMI1640 


55,1 + 12,2* 


57,6 ± 8,5 


54,2 ± 13,8 


59,9 ± 21,2 


aLS [10,0 jig/ml] 
Ambroxol [10 pM] 
RPMI164 0 


81,5 ± 19,0* 


93,2 ± 18,4* 


116,4 ± 17,6* 


102,8 ± 4,8* 


aLS [10,0 pg/ml] 
Silioinin [70,0 
jig/ml] RPMI164 0 


75,5 ± 17,3* 


86,5 ± 16,7* 


98,7 ± 22,6* 


92,5 ± 9,1* 



Insgesamt machen diese Versuche deutlich, dass die 
5 Applikation der Kombinat ion von a-Liponsaure und den 

Effektoren des Glutathionmetabolismus Ambroxol bzw. 
Silibinin einen primar massiv geschadigten Thiolsta- 
tus in thioldef izienten Alveolarmakrophagen sowohl 
nach artif izieller Thioldef izienz als auch bei COPD- 
10 Patienten stabilisiert . Durch diese Normal isierung 

kommt es daruberhinaus zu einer Wiederherstellung 
zentraler zellularer Funktionen, wie der Phagozyto- 
seaktivitat, welche ohne eine solche Behandlung nicht 
zu verzeichnen ist. 
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2. 



Patentanspruche 

Verwendung von mindestens einem Effektor des 
Glutathionmetabolismus zusammen mit a-Lipon- 
saure, deren Salze und/oder deren Prodrugs zur 
gleichzeitigen, getrennten oder zeitlich abge- 
stuften zytoprotektiven Behandlung chronisch 
obstruktiver Lungenerkrankungen . 

Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, dass die Dosis der a- 
Liponsaure, deren Salze und/oder deren Prodrugs 
fur die humanmedizinische Applikation beim Pati- 
enten zwischen 30 und 1800 mg/d, bevorzugt zwi- 
schen 200 und 600 mg/d liegt. 

Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Effektor Ambro- 
xol mit der allgemeinen Forme 1 I, 



I 



Br 




dessen Salze und/oder dessen Prodrugs verwendet 
wird. 
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4 . Verwendung nach Anspruch 3 , 

dadurch gekennzeichnet , dass die Dosis von 
Ambroxol, dessen Salze und/oder dessen Prodrugs 
5 fur die humanmedizinische Applikation beim Pati- 

enten zwischen 7,5 und 90 mg/d, bevorzugt zwi - 
schen 60 und 75 mg/d liegt. 

5. Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 
10 henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass als Effektor 
Silibinin, dessen Salze und/oder dessen Prodrugs 
verwendet wird . 

15 

6 . Verwendung nach Anspruch 5 , 

dadurch gekennzeichnet, dass die Dosis von Sili- 
binin, dessen Salze und/oder dessen Prodrugs fur 
2 0 die humanmedizinische Applikation beim Patienten 

zwischen 20 und 1600 mg/d, bevorzugt zwischen 
3 00 und 8 00 mg/d liegt. 

7. Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 
2 5 henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Arzneimittel 
inhalativ, oral oder parenteral verabreichbar 
ist • 
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8. Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 
henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Arzneimittel 
5 weitere Additive ausgewahlt der Gruppe wassriger 

Losungsmittel , Stabilisatoren, Suspensions- , 
Dispersions- und Benetzungsmittel enthalt . 

9. Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 
10 henden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Arzneimittel in 
Form eines Aerosols, einer Losung, eines Granu- 
lats, eines Pulver, einer Emulsion, einer Tab- 
15 lette und/oder einer Filmtablette vorliegt . 

10. Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 
henden Anspruche, 

2 0 dadurch gekennzeichnet, dass der Effektor des 

Glutathionmetabolismus und die a-Liponsaure , de- 
ren Salze und/oder deren Prodrugs in einer ein- 
zigen Formulierung vorliegen. 

25 11. Verwendung nach mindestens einem der vorherge- 

hehden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, dass der Effektor des 
Glutathionmetabolismus und die a-Liponsaure, de- 

3 0 ren Salze und/oder deren Prodrugs in getrennten 

Formulierungen vorliegen. 



